(19) 



J 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europeen des brevets 



(12) 



(11) EP0 711 841 A2 

DEMANDE DE BREVET EUROPEEN 



(43) 


Date de publication: 


(51) Intel.©: C12Q 1/68 






(21) 


Numero de depot: 95402537.5 




(22) 


Date de depot: 13.11.1995 




(84) 


Etats contractants designes: 


(72) Inventeurs: 




AT BE CH DE DK ES FR GB GR iE iT LI LU iVIC NL 


• Stonnet, Veronique 




PT SE 


F-92600 Asnieres (FR) 






• Guesdon, Jean-Luc 


(30) 


Priorite: 14.11.1994 FR 9413622 


F-92310 Sevres (FR) 


(71) 


Demandeur: INSTITUT PASTEUR 


(74) Mandataire: Le Guen, Gerard et al 




F-75724 Paris Cedex 15 (FR) 


CABINET LAVOIX 






2, place d'Estienne d'Orves 






75441 Paris Cedex 09 (FR) 



(54) Sequences nucleotidiques hybrldant specifiquement avec une sequence nucleique 
genomique de Campylobacter coll 



(57) La presente invention a pour objet une sequen- 
ce d'acide nucleique isolee de C. co// qui hybride speci- 
fiquement avec I'acide nucleique genonnique des sou- 
ches appartenant a I'espece C. collet qui n'hybride pas 
dans les conditions habituelles avec les acides nuclei- 
ques de campylobacterles n'appartenant pas a cette es- 
pece, niavec les acides nucleiques genomiquesde bac- 
teries proches du genre Campylobacter. 

Des fragments de cette sequence peuvent etre uti- 



lises comme amorces specifiques pour I'amplification 
de sequences specifiques de Campylobacter coll et 
comme sondes nucleiques specifiques de sequences 
nucleiques de Campylobacter coll. 

L'invention a egalement pour objet une methode de 
detection de la presence de souches de Campylobacter 
coli dans un echantillon biologique, ainsi qu'un kit pour 
la mise en oeuvre de la methode. 
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Description 

La presente invention se rapporte a une sequence nucleique specifique de Campylobacter coli, ainsi qu'aux ap- 
plications de cette sequence en tant que sonde nucleotidique specifique pour la detection de sequences de Campy- 
5 lobacter coli ou de fragments de cette sequence comme amorces nucl6otidiques pour ramplification d'ADN ou d'ARN 
de Campylobacter coli dans un echantillon biologique. 

Les infections a Campylobacter sonX tres repandues dans le monde entier, affectant aussi bien I'homme que les 
animaux sauvages ou domestiques. 

Bien que decouvertes au debut du vingtieme siecle, les bacteries appelees actuellement Campylobacter furenX 
10 longtemps meconnues, car leurs particularltes rendaient leur Identification et leur culture difficlles. D'abord Isoles chez 
les ovides et les bovides et appeles Vibrio fetus puis, plus tard, Campylobacter fetus, ce n'est qu'a partir de 1 946 que 
les premiers cas de campylobacterioses humaines ont ete decrits, mais ce n'est qu'a partir de 1 972, lorsque des milieux 
selectlfs pour Campylobacter onX commence a etre mis au point, que I'importance des infections a Campylobacter a 
pu etre prouvee et reconnue. 

15 Depuls la designation de I'espece type Campylobacter fetus, une douzalne d'autres especes et sous-especes ont 

ete decouvertes, le nombre exact variant selon les auteurs et les methodes taxonomiques, qui proposent souvent de 
nouveaux criteres de classification. Parmi ces especes, les plus rencontrees en pathologie humaine et/ou animale 
sont Campylobacter jejuni, Campylobacter coli et Campylobacter fetus. 

Actuellement, Campylobacter jejuni et Campylobacter coli sonX frequemment responsables de diarrhee infectieuse 

20 Chez I'homme. 

Le "reseau de surveillance nationale des Infections a Campylobacter", mis en place en France en 1986, publle 
chaque annee un bllan falsant ressortir les princlpales donnees epidemlologlques et cllniques des cas rapportes. 

Dans I'espece humaine, le symptome majeur de rinfection intestinale a C. jejuni ou a C. coli esX la diarrhee qui, 
dans les cas les plus graves peut entramer de fortes pertes hydriques, ce qui peut etre particulierement dangereux 

25 pour les enfants et les nourrissons, tr^s sensibles k la d^shydratation. Cependant, I'ent^rite k Campylobacter resXe 
souvent sans complications et les diarrhees peuvent meme cesser spontanement au bout d'une semaine. Toutefols, 
les coprocultures peuvent rester positives jusqu'a quelques semaines ou meme mols, et, dans 5 a 10% des cas, des 
rechutes peuvent survenir. Un traitement et un sulvi rigoureux s'Imposent done, surtout pour les sujets Immunodeprimes 
ou ayantdes maladies graves (SI DA, cirrhosedu foie, cancer, leucemie, etc.), chez lesquels les CaAr7py/o£)acferpe uvent 

30 se comporter comme des bacteries opportunistes. 

D'autres consequences des infections a C. jejuni ou C coli onX egalement ete decrltes, bien que plus rares ou 
exceptionnelles : adenite mesenterique, cholecystite, infections urinaires, meningites, septicemics, erytheme noueux 
ou syndrome de Guillain-Barre, etc. 

Chez les animaux^ les Campylobacterv'wenX habltuellement en commensaux dans le tube digestif de nombreuses 

35 especes : bovins, ovins, pores, volailles, olseaux sauvages, chlens et chats. Ces animaux, malades ou porteurs sains, 
constituent un large reservoir de germes, et done un risque important de contamination. Dans le cas d'infectlons evi- 
dentes, chez les bovins et ovins, C. jejuni esX connu, depuis la premiere description en 1931, comme etant la cause 
de la "dysenterie du betail", qui peut avoir pour consequence, outre I'effet sur le betail, la transmission a I'homme a 
travers la dissemination des germes dans I'envlronnement des animaux (terre, eaux). Meme pour des animaux asymp- 

40 tomatiques, "porteurs sains", la transmission a I'homme peut se faire : soit par contact direct avec ces animaux ou 
leurs dejections, soit par consommation d'aliments ou d'eaux souilles (viandes contaminees pendant leur preparation 
et mal cuites, lait non pasteurise, eau polluee, etc.). 

Dans une optlque de prevention, il est important done, tant chez I'homme que chez I'animal, de pouvoir identifier 
le pathogene C. jejuni ou C. coll le plus tot possible, afin d'empecher, par des mesures adequates, toute contamination. 

-^5 Ceci est particulierement le cas dans I'industrie agro-alimentaire, ou des conditions de sterilite doivent etre respectees. 
C'est egalement important en pathologie humaine, pour effectuer un suivi correct des malades traites a la suite d'une 
infection a Campylobacter, afin d'eviter toute nouvelle rechute. 

Enfin, dans le cas d'infectlons declarees, II est tres Important de bien Identifier le germe responsable, et ceci 
rapidement apres le declenchement de la maladle, afin de pouvoir appllquer un traitement correct et efflcace qui em- 

50 pecherait revolution de I'infection, voire la propagation d'epidemies. Or, 1' identification des Campylobacter eX la deter- 
mination de I'espece incriminee n'est pas aisee. En effet, leur isolement necessite des milieux speciaux et leur detection 
classique ne se fait actuellement qu'apres un enrlchissement par culture d'au molns 48 heures. Ceci est tres long 
lorsqu'un diagnostic rapide est necessaire. D'autre part, etant donne que le diagnostic microbiologique se fait actuel- 
lement par des techniques bacteriologiques et/ou biochimiques qui exploitent des differences phenotypiques existant 

55 entre les differentes especes, des erreurs de diagnostic peuvent se produire, surtout lorsque des mutants apparaissent 
pour un caractere donne. Dans le cas precis de C. jejuni eX C coli, 1' unique critere de differenciation est I'hydrolyse de 
I'hlppurate (C. jejunipeuX I'hydrolyser alors que C. coline le peut pas), et II arrive parfols que cette distinction ne puisse 
passe faire, car il existe des souches cyeyty/i/hippu rate-negatives (Hebert etal., J. Clin. Microbiol., 1984, 20, 138-140, 
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Totten et al., J. Clin. Microbiol., 1987, 25, 1747-1752). 

Des approches utilisant rhybridation moleculaire pour identifier les especes appartenant au genre Campylobacter 
ont ete proposees. Cependant, ces methodes ne pernnettent I'identification qu'apres culture, elles ne sont pas suffi- 
samnnent sensibles pourdetecter cette bacteriedans lesprelevements biologiques. Ainsi, des methodes d'identification 

5 at de classification des Campylobacter onX ete proposees, utilisant soit des sondes radioactives (Ng et a!., Mol. Cell. 
Probes, 1987, J_. 233-243), soit des sondes non radioactives (Chevrier et a!., J. Clin. Microbiol., 1989, 27, 321-326), 
nnais ces methodes utilisant des sondes genomiques totales et necessitent un enrichissement par culture du pathogene 
a detecter, car le seuil de detection est assez eleve, environ 10^ bacteries (Chevrier et al., ci-dessus). 

Des recherches de sondes nucleiques specifiques de C. jejuni, dans un but de diagnostic d'espece, ont etefaites 

10 par Picken et al. (Mol. Cell. Probes, 1987,1, 245-259), Korolik et al. (J. Gen. Microbiol., 1988, 134, 521-529) et Zhou 
et Wang (Zbl. Bakt., 1 989, 272, 186-190), mais il subsiste des problemes de specificite et les sequences de ces sondes 
potentielles n'ont pas ete determinees. 

Recemment les inventeurs, auteurs de la presente invention ont decouvert une sequence d'ADN specifique de 
I'espece C. jejeuni (fPi-2 701 028). Cette sequence a ete utilisee pour mettre au point un test PCR capable de detecter 

15 et d'identifier cette espece dans un echantillon biologique (Stonnet et Guesdon, FEMS Immunol. Med. Microbiol., 1 993, 
7, 337-344). Compte tenu de la haute specificite de la sequence, ce test PCR ne permet pas de detecter I'espece C. 
coll, tout aussi importante cliniquement que C. jejuni. Recemment, une methode d'identification et de discrimination 
specifique parmi les Campy/ofc>acferthermophiles, dont C. coli, a ete decrite par Eyers et al. (J. Clin. Microbiol., 1993, 
31, 3340-3343). Toutefois, les amorces specifiques d'espece ont ete choisies dans des regions hypervariables des 

20 g6nes codant pour I'ARN ribosomique 23S, ce qui n'exclut pas une possibility d'obtenir des r6sultats "faux-n6gatifs" 
lorsque I'ADN d'une souche a tester possede des variations juste au niveau de la sequence des amorces. 

Toutefois ces raisons ont amene les inventeurs a choisir pour objectif d'isoler des sequences d'ADN specifiques 
de Campylobacter coli eX de developper a partirde ces sequences une methode d'identification basee sur la technique 
PCR et la technique d'hybridation moleculaire. L'association de ces deux techniques permet d'atteindre un seuil de 

25 detection tr^s bas, permettant de detecter et d'identifier une seule bact6rie C. coli 6ans un Echantillon biologique. 

Les inventeurs ont a present isole une sequence nucleique utilisable pour la detection specifique de I'espece 
Campylobacter coli. 

La presente invention a ainsi pourobjet une sequence nucleotidique qui hybride specifiquement avec I'acide nu- 
cleique genomique des souches appartenant a I'espece C. coli et qui n'hybride pas dans les conditions habituelles 
30 avec les acides nucleiques de campylobacteries n'appartenant pas a cette espece, ni avec les acides nucleiques 
genomiques de bacteries proches du genre Campylobacter 

L'invention a egalement pour objet une sequence d'acide nucleique ayant la sequence SEQ ID n° 1 , la sequence 
complementaire de celle-ci, ou une sequence qui en differe par mutation, insertion, deletion ou substitution d'une ou 
plusieurs bases. 

35 Par "sequence qui en differe par mutation, insertion, deletion ou substitution d'une ou plusieurs bases", on entend 

une sequence qui hybride avec la sequence SEQ ID n° 1 ou sa sequence complementaire dans les conditions de 
stringence habituelles definies par SAMBROOK J., FRITSCH E.F. et MANIATIS T. (1989) : Molecular Cloning : A La- 
boratory Manual, Ed. Cold. Spring Harbor Laboratory 9.47-9.62). 

Ces conditions sont determinees a partir de la temperature de stringence moyenne Tm. 
40 De preference, les sequences les plus avantageuses sont celles qui hybrident dans I'intervalle de temperature 

(Tm-15''C)a(Tm-20°C). 

Les sequences en question comportent avantageusement au moins 12 nucleotides. 

L'invention a egalement pour objet un vecteur de clonage contenant une sequence nucleotidique telle que definie 
ci-dessus, plus particulierement le plasmide pCSI contenant la sequence SEQ IDn° 1 depose a la Collection Nationale 
45 de Culture de Microorganismes le 14 novembre 1994 sous le n° 1-1491. 

Les sequences nucleotidiques definies ci-dessus peuvent etre des sequences d'ADN ou des sequences d'ARN. 

La faille exacte du fragment de sequence SEQ ID n° 1 est de 604 pb. 

Dans un premier temps, le fragment CS1 a ete utilise dans un test d'hybridation, suivant la technique de Southern, 
sur des ADNs genomiques de differentes souches de I'espece C. coli{C. co// CI P 70.54, C. coli C\P 70.77, C. coli C\P 

50 70.78, a CO//CIP 70.79, C. co// CIP 70.80, C. co// CIP 70.81, C. co//CIP 71,5, C. co// CIP 103753, C. co// A630-isolat 
clinique) digeres par I'enzyme HindW, Bgli\, et EcoPN respectivement. Toutes les souches possedent des fragments 
d'ADN qui hybrident avec la sonde CS1 . Selon I'enzyme utilisee, Hind^W, Bgh\, et EcoFN, ces fragments ont une taille 
de 2,3 kb, 3,5 kb ou 2,7 et 6 kb respectivement. 

Dans un autre test de meme type, le fragment CS1 a ete utilise comme sonde sur des ADNs cibles provenant 

55 d'autres especes de Campylobacter (Campylobacter jejuni, C. Ian) C. fetus subsp. fetus, C. fetus subsp. venerealis, 
C. hyointestinalis, C. sputorum subsp. sputorum , C. sputorum subsp. bubulus, C. concisus, C. curvuseX C. fecalis) 
ou d'autres genres bacteriens (Escherichia coli, Arcobacter cryaerophylus, Helicobacter pylori, Salmonella typhimu- 
rium). Ces ADNs cibles ont ete digeres par I'enzyme Hind\\\. Une importante hybridation avec I'ADN de C. co// (temoin 
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positif) a ete observee, des 3 h d'autoradiographie. Apres 24 heures d'exposition, un leger signal est visible provenant 
de I'ADN de C. jejuni. Cette legere hybridation croisee n'est pas inexplicable, car il existe 30 a 50% d'homologie au 
niveau genomique entre C. jejuni eX C. coii . Le fragment CS1 ne s'est hybride aaucun des autres ADNs testes. Aucun 
signal n'etait visible sur I'autoradiographie, meme apres des temps d'exposition tres longs (72 heures). 
5 La sequence SEQ ID n° 1 des parties ou des variants fonctionnellement equivalentes de celles-ci, peuvent §tre 

utilises dans des techniques d'hybridation moleculaire pour la detection et I'identification de Campylobacter coii. 

Les variants fonctionnellement equivalents comprennent des sequences dans lesquelles des paires de bases ont 
ete mutees, deletees, inserees ou substituees, sans que les proprietes essentielles a la specificite de ces fragments 
soient affectees. 

10 Les sequences nucleotidiques selon invention ont des applications diagnostiques et epidemiologiques en mede- 

cine humaine ou veterinaire, notamment comme sondes nucleiques specifiques de Campylobacter coii ou comme 
amorces oligonucleotidiques pour I'amplification d'une sequence specifique de Campylobacter coii. 

Les sondes selon I'invention comprennent avantageusement au moins 20 nucleotides consecutifs parmi les se- 
quences ou les fragments de sequences mentionnes ci-dessus. 

15 Les sondes sont des sondes d'ADN ou des sondes d'ARN. 

Les sequences nucleotidiques decrites dans cette invention peuvent ainsi etre utilisees comme sondes pour de- 
tecter specifiquement et de maniere directe des souches de Campylobacter coii dans un echantillon biologique. Les 
sequences non marquees peuvent etre utilisees directement comme sondes, cependant les sequences sont genera- 
lement marquees par un element radioactif (^^p^ 353^ 3|-|^ 125|) qu par une molecule non -radioactive (biotine, acetyla- 

20 minofluor^ne, digoxig6nine, 5-bromo-d6soxyuridine) pour obtenir des sondes utilisables pour de nombreuses appli- 
cations. 

Dans ce dernier cas, on pourra utiliser I'une des methodes de marquage decrites dans FR 2 422 956 et FR 2 518 
755. La technique d'hybridation peut etre realisee de manieres diverses (Matthews, J. A. et Kricka, L.J., Anal. Biochem. 
1988, 169, 1-25). La methode la plus generale consiste a immobiliser I'acide nucleique extrait des cellules de Cam- 

25 pylobacter coii sur un support (nitrocellulose, nylon, polystyrene,... ) et k incuber, dans des conditions bien d^finies, 
I'acide nucleique cible immobilise avec la sonde. Apres I'hybridation, I'exces de sonde est elimine et les molecules 
hybrides formees sont detectees par la methode appropriee (mesure de la radioactivite, de la fluorescence ou de 
I'activite enzymatique Nee a la sonde...). 

Dans une autre application, les sondes d'acide nucleique decrites ici peuvent etre utilisees comme sondes de 

30 capture. Dans ce procede, la sonde est immobilisee sur un support et sert a capturer par hybridation specifique I'acide 
nucleique cible extrait de C. coii. Si necessaire, le support solide est separe de rechantillon et le duplex forme entre 
la sonde de capture et I'acide nucleique cible est ensuite detecte grace a une seconde sonde de detection marquee 
par un element facilement detectable. 

Lorsqu'une quantite suffisante d'acide nucleique de Campylobacter coii peut etre extraite a partir des prelevement 

35 a analyser, les sequences decrites dans le brevet sont utilisables pour detecter et identifier les souches appartenant 
a Campy/otiacfer CO// directement dans ces prelevements. Dans le cas contraire, une culture rapide en milieu liquide 
peut etre realisee avant I'extraction de I'acide nucleique de Campylobacter coii, ou bien la petite quantite d'acide nu- 
cleique de Campylobacter coii exXraW du prelevement peut etre soumise a une technique d'amplification comme par 
exemple la technique PGR. 

40 La sequence SEQ ID n° 1 et ses sequences derivees peuvent egalement etre utilisees pour selectionner des 

amorces oligonucleotidiques, notamment pour la technique PGR. 

Gette technique necessite le choix de paires d'oligonucleotides encadrant le fragment qui doit etre amplifie (brevet 
U.S. n° 4 683 202). Ces amorces oligode-soxyribonucleotidiques ou oligoribonucleotldiques ont avantageusement une 
longueur comprise entre 18 et 30 et de preference 18 a 22 nucleotides. L'une des deux amorces est complementaire 

45 du brin (+) de la matrice et I'autre amorce est complementaire du brin (-). II est important que ces amorces ne possedent 
pas de structure secondaire ou de sequence complementaire l'une de I'autre. D'autre part, la longueur et la sequence 
de chaque amorce doivent etre choisies de maniere a ce que les amorces ne s'hybrident pas avec d'autres acides 
nucleiques provenant de cellules procaryotes ou eucaryotes, en particulier avec les acides nucleiques des Campylo- 
bacter n'apparXenanX pas a I'espece co//et avec I'ADN ou I'ARN humain pouvant eventuellement contaminer le prele- 

50 vement. 

Les amplimeres selectionnes comme amorces specifiques pour I'amplification de sequences nucleiques de sou- 
ches appartenant a Campylobacter coii sonX choisis par exemple en suivant la methode decrite par Griffais et Coll. 
(Nucleic Acids Res. 1991, 19, 3887-3891). 

A partir de la sequence SEQ ID n° 1, les inventeurs ont choisi des oligonucleotides pour realiser un test PGR. 
55 Grace a ces oligonucleotides, ils ont obtenu une amplification specifique de Campylobacter coii, aucune amplification 
n'etait visible avec I'ADN des 10 autres Ca/npy/odacfer mentionnes ci-dessus, en particulier C. jejuni, ni avec I'ADN 
d' Escherichia coii, Helicobacter pylori, Salmonella typhimurium, Arcobacter cryaerophilus. 

Un couple d'amorces tout particulierement prefere est represente par les oligonucleotides CSF et GSR issus de 
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la sequence SEQ ID n° 1 , de sequences : 

Amorce CSF : ^'AJA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^' 
Annorce CSR : 5'cAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G3' 

5 

Les fragnnents d'acide nucleique obtenus par amplification genique a I'aide des amorces decrites ci-dessus cons- 
tituent egalement un objet de rinvention. 

Les fragments amplifies peuvent etre identifies apres une electrophorese en gel d'agarose ou de polyacrylamide, 
ou apres une electrophorese capillaire, ou encore apres une technique chromatographique (filtration sur gel, chroma- 

10 tographie hydrophobe ou sur echangeur d'ions). La specificite de Tamplification peut etre controlee par hybridation 
moleculaire en utilisant comme sonde la sequence nucleotidique SEQ ID n° 1, des fragments de celles-ci, des plas- 
mides contenant ces sequences ou des fragments de celles-ci, des oligonucleotides complementaires de ces sequen- 
ces ou fragments de sequences ou des produits d'amplification. Ces sondes peuvent etre marquees ou non par des 
elements radioactifs ou par des molecules non radioactives. 

15 La presente invention a egalement pour objet une methode de detection de la presence des souches de Campy- 

lobacter coli dans un echantillon biologique, caracterisee par les etapes suivantes : 

i) mise en contact de rechantillon biologique avec un couple de fragments oligonucleotldiques dits amorces, tels 
que definis precedemment, I'acide nucleique contenu dans I'echantillon ayant, le cas echeant, ete prealablement 

20 rendu accessible k I'hybridation et dans des conditions permettant une hybridation des amorces k I'acide nucl6ique 

des souches appartenant a Campylobacter coli ; 

ii) amplification de I'acide nucleique des souches de Campylobacter coli ; 

iii) mise en evidence de Tamplification de fragments d'acide nucleique correspondent au fragment encadre par les 
amorces ; 

25 iv) verification 6ventuelle de la sequence du fragment amplifi6, par exemple par hybridation de sonde sp6cifique, 

par sequengage ou par analyse de site de restriction. 

La presente invention a en outre pour objet un kit ou coffret pour la detection de la presence de souches appartenant 
a Campylobacter coli dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il comporte les elements suivants : 

30 

un couple de fragments oligonucleotidiques tels que definis precedemment ; 

les reactifs necessaires pour effectuer une amplification d'acide nucleique de souches appartenant a Campylo- 
bacter coli ; 

eventuellement, un composant permettant de verifier la sequence du fragment amplifie, plus particulierement une 

35 sonde nucleique telle que definie precedemment. 

Ce kit contient plus avantageusement la ou les sondes marquees ou non. Celles-ci peuvent etre en solution ou 
immobilisees sur un support. Le kit peut egalement contenir les reactifs necessaires pour la lyse des bacteries et 
I'extraction des acides nucleiques cibles, ainsi que les solutions d'hybridation et de lavage correspondant a la methode 
40 choisie. 

L'invention est illustree plus en detail dans les exemples qui suivent et les figures annexees sur les lesquelles : 

la fig. 1 represente les profils d'hybridation des ADNs de differentes souches de C. co// avec le fragment CS1 

utilise comme sonde ; 

45 - la fig. 2 represente les resultats d'electrophorese obtenus apres amplification par PCR avec le couple d'amorces 
CSF et CSR. 

EXEMPLE 1 : 

50 Construction de la banque genomique de C. coii. Criblage de la banque et determination de la sequence 

du fragment speciflque : 

L'ADN genomique de C. co//CIP 70.80 est digere partiellement par I'endonuclease de restriction HindlW en faisant 
agir 0,5U d'enzyme par iitg d'ADN dans le tampon recommande par le fournisseur pendant 1 heure a 37°C. Ces con- 
ditions permettent I'obtention preferentielle de fragments de longueur comprise entre 30 et 40 kb. Apres digestion, le 
55 melange contenant les fragments d'ADN est purifie par extractions au phenol/chloroforme et I'ADN est precipite a 
I'ethanol. 

Le vecteur est lecosmide pHC79. II est digere par I'enzyme Hincl\\\ et dephosphoryle pour evitertoute autoligation. 
La ligation s'effectue en melangeant 700 ng de vecteur et 3 jiig de fragments d'ADN de 30/40 kb, le melange est 
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laisse a 12°C pendant 18 heures apres que Ton ait ajoute 5 unites de T4 DNA ligase dans un tampon approprie. 

Les cosnnides reconnbinants sont encapsides in vitro et utilises pour transformer les bacteries (E. coli HB 101). 
Las bacteries transformees sont incubees 1 heure a 37°C en milieu LB, puis etalees sur milieu selectif Agar contenant 
25 |LLg/ml d'ampillicine. Les colonies resistantes a I'ampiciliine sont toutes testeos pour leur sensibilite a la tetracycline, 
5 en effet le fragment d'ADN de 30/40 kb est insere dans le vecteur de mani^re k inactiver le g^ne de resistance h la 
tetracycline (Tet) et a consen/er le gene de resistance a I'ampiciliine (Amp). 

II est effectue una mini preparation d'ADN das 200 premieres colonies transformantas resistantes a rampicillina 
(AmpO et sensibles a la tetracycline (Tet®) selon la technique de la lyse alcaline. L'ADN de ces preparations est ensuite 
digere par I'endonuclease de restriction Hind III, analyse en electrophorese sur gel d'agarose a 0,8%, puis transfere 
10 sur des filtres de Nylon. L'ADN est fixe de fagon irreversible par 3 minutes d'exposition aux UV a 254 nm. 

Ces differents filtres sont incubes pendant 16-18 heures a 65°C dans un tampon 6X SSC (IX SSC correspond a 
0,1 5M NaCI at 0,01 5M citrate da Na) contenant 1 0% da sulfate da daxtrana, une solution da Denhardt 5X concantrea 
(une solution de Denhardt 1 X correspond a 0,02% de Ficoll, 0,02% de polyvinylpyrrolidone et 0,02% d'albumine serique 
bovine), lOmM EDTA, 0,5% de SDS, 100 lag/ml d'ADN denature de sperme de saumon et I'ADN genomique, radio- 
15 marque au ^^P par multipriming, de I'une des deux especes suivantes : C. jejuni C\P 70.2, C. coli C\P 70.80. 

Apres hybridation, les filtres sont laves 2 fois 10 minutes en 2X SSC a 65°C, 1 fois pendant 30 minutes en 2X 
SSC + 0,1% SDS a 65°C, et enfin 1 fois pendant 10 minutes en 0,1 X SSC a 65°C. Les filtres encore humides sont 
mis en autoradiographie a -80°C avec ecran intensifiant de 15 minutes a 3 jours. 

Les resultats de ces hybridations ont permis d'isoler un clone cosmidique contenant un fragment d'environ 2,3 kb 
20 nomm6CS1. 

La specificite du fragment a ete verifiee comme decrit dans I'exemple n° 2. 

Le fragment CS1 a ete sequence selon la methode de Sanger en utilisant le kit de sequengage "T7 Sequencing 
kit" (Pharmacia) directement sur le cosmide, apres denaturation alcaline des deux brins d'ADN. Toutes les reactions 
de sequengage ont ete realisees avec du dATP marque au ^^s. 
25 La partie s6quenc6e (600 paires de bases) du fragment est representee dans le listage joint k la description. La 

comparaison entre les banques de donnees "Genebank" et "EMBL" et les 600 nucleotides du fragment CS1 ainsi 
determines, ne fait ressortir aucune homologie significative avec les sequences connues aujourd'hui. 

EXEMPLE 2 : 

30 

Analyse d'ADN par la technique de Southern, en utilisant comme sondes les sequences d'acide nucleique 
de rinvention : 

La liste et les references des bacteries utilisees dans cette etude sont les suivantes : 

35 Campylobacter . 

C. jejuni subsp. jejuni C\P 70.2, CIP 70.86, CI P 81 .1 
C. jejuni subsp. doylei C\P 103751 

C. CO// CIP 70.80, CIP 71 .5, CIP 70.81 , CIP 70.79, CIP 70.78, CIPI 70.77, CIP 70.54 
40 a /an CIP 102722 

C. upsaliensis C\P 103681 

C. fetus subsp. fetus CIP 5395 

C. fefws subsp. »/enerea//s CIP 6829 

C. fiyointestinalis (isolat clinique) 
45 c. sputorum subsp. sputorum CCUG 9728 

C. sputorum subsp. bubulus CIP 53103 

C. concisus (isolat clinique) 

C. fecalis C\P 12014 

C. Cun/us (isolat clinique) 

50 

Non -Campylobacter 

Arcobacter cryaeroptiiia CCUG 1 7801 
Helicobacter pylori 0\P 101260 
55 Escherichia coli H B 1 0 1 

Salmonella subsp. typhimurium C 53 
Salmonella subsp. salamae 
Salmonella subsp. diarizonae 
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Enterococcus fecalis JH2-SM 
Enterococcus faecium D372 (isolat clinique) 
Bacteroides frag His E134 (isolat clinique) 
Bacteroides fragilis F238 (isolat clinique) 

5 

Les resulats sont representes a la fig. 1 , le numero des pistes correspondant dans I'ordre aux souches ci-dessus 
enumerees. 

ADN de bacteries appartenant au genre Campylobacter, autres que C. coli: 

10 

Apres culture en milieu approprie (gelose au sang de mouton a 5%, Bionnerieux), les Campylobacter sonX traites 
de la maniere suivante : les bacteries de chaque boite de Petri sont recoltees avec 2 ml de tampon TE-glucose (Tris- 
HCI pH 8 25 mM, EDTA 10 mM, glucose 50 mM), centrifugees pendant 5 minutes a 5000 g, le culot est redisperse et 
lave en TE-glucose puis recentrifuge, les bacteries sont resuspendues dans 100 |al de tampon TE (Tris-HCI 10 mM 

IS pH8, EDTA 1 mM) et I'ADN est extrait selon la technique de Pitcher et al. (Lett. Appl. Micro-biol., 1989, 8, 151-156). 
Deux |j,g des ADN ainsi extraits sont soumis a une digestion totale par I'enzyme HindlW. Les fragments obtenus sont 
ensuite separes par elect rophorese sur gel d'agarose a 0,8% en TAE avant d'etre transferes sur membrane de Nylon 
selon la technique de Southern. 

Les fragments transferes sont analyses par hybridation moleculaire. La sonde CS1 , marquee par du ^^p^ detecte 

20 sp6clfiquement I'ADN de C. collet n'hybride pas avec les ADN g6nomiques d'autres Campylobacter, sauf tr6s I6g6- 
rement avec un fragment d'ADN situe sur le genome de C. jejuni. Cette hybridation croisee n'est detectable qu'apres 
18 heures d'exposition, alors que I'ADN de C. coli es\ detectable des 3 heures d'exposition. 

ADN de bacteries n 'appartenant pas au genre Campylobacter : 

25 

L'ADN de ces bacteries et de C. coli utilise comme controle positif a ete hydrolyse par I'enzyme de restriction 
Hind\\\, puis les fragments ont ete separes par electrophorese en gel d'agarose et transferes sur une membrane de 
nylon Hybond-N. Ces differents fragments d'ADN sont analyses par hybridation moleculaire, en utilisant comme sonde 
le fragment CS1 marque au ^^p selon la technique du kit "Random primed DNA labelling" (Boehringer). L'autoradio- 
30 graphie montre que la seule espece detectee est C. coli. Aucune hybridation n'est detectable sur les ADN des especes 
non-campylobacteriennes, meme apres 72 heures d'exposition. 

EXEMPLE 3 : 

36 Amplification enzymatique in vitro de I'ADN de C. co// avec les amorces definies a partir de la sequence 

d'aoide nucleique faisant I'objet de rinvention. 

Choix des amorces : 

40 II a ete demontre que c'est essentiellement I'extremite 3' des amorces oligonucleotidiques qui determine la spe- 

cificite de la PGR. II est done important que cette region 3' soit parfaitement specifique de la cible a amplifier 

Etant donne que le genome de Campy/odacfer presente un tres faible pourcentage de guanine et cytosine (entre 
28 et 38% de G+C), les inventeurs ont pense que des amorces dont I'extremite 3' etait riche en G+C pouvaient presenter 
un important degre de specificite. 

45 A I'aide d'un programme informatique les inventeurs ont recherche, a I'interieur de la sequence GS1, des zones 

riches en G+C qui sont presentes une seule fois sur CS1 . C'est partir de ces regions que la sequence des amorces a 
ete orientee et completee de fagon a obtenir une longueur d'une vingtaine de nucleotides. 

Synthese des amorces oligonucleotidiques : 

50 

Les amorces derivees de la sequence CS1 , appelees CSF et CSR et ayant une longueur de 22 nucleotides, ont 

ete synthetisees a i'aide d'une methode des phosphoramidites sur un automate par le service de Chimie organique 
de rinstitut Pasteur. La concentration de chaque amorce est determinee au spectrophotometre. 

65 Amplification : 

La technique d'amplification enzymatique in vitro (PGR) est realisee selon le protocole decrit par Saiki et al. (Scien- 
ce, 1 988, 239, 487-491 ) en utilisant 1 juM des oligonucleotides CSF et GSR et 30-1 00 ng d'ADN de differentes souches 



7 



EP 0 711 841 A2 



de Campylobacter avec 0,5 unite de Taq polymerase dans un tannpon contenant 25 mM de KCI, 20nnM de Tris-HCI 
pH 8,5, 1 ,5 nnM de MgCl2, 200 |aM de desoxyribonucleotides triphosphates et 100 |ag/nnl d'albunnine serique bovine, 
le volunne final de la reaction etant de 50 |llI. Les parannetres des etapes de la PGR ont ete choisis de lafagon suivante : 
5 nninutes a 94°C, 1 nninute a 60°C, 1 minute a 72°C, puis (1 nninute a 94°C, 1 nninute a 60°C, 1 minute a 72^0) 38 
5 fois et un dernier cycle 1 minute a 94°C, 1 minute a 60°C, 5 minutes a 72°C. Quarante cycles sont ainsi realises en 
utilisant un appareil automatique. Apres le dernier cycle, les echantillons sont maintenus a 4°C jusqu'a I'analyse. 

Analyse eiectrophoretique sur un gel d'agarose des echantillons amplifies : 

10 Dix |al des echantillons amplifies sont deposes sur un gel d'agarose a 2% dans un tampon TBE (0,04 M Tris-borate, 

0,001 M EDTA) contenant 1 jug/ml de bromure d'ethidium. Les fragments amplifies sont visualises sous UV et les gels 
sont photographies en utilisant un film Polaroid 667. 

Les resultats obtenus avec des ADNs de differentes especes de Campylobacter et les amorces CSF et CSR 
montrent que la longueur du fragment amplifie obtenu correspond a la longueur theorique attendue avec ce couple 
15 d'amorces et qui est de 258 paires de bases. 

En complement de ces resultats, aucun fragment amplifie n'est visible lorsque I'ADN analyse est extrait des es- 
peces ou genres suivants : 

C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei, C. lari, C. upsaliensis, C. fefussubsp. ietus, C. fetus subsp. vene- 
20 realis, C. hyolntesti nails, C. cryaerophila, C. sputorum subsp. sputorum, C. sputorum subsp. bubulus, C. fecalis, 

C. concisus, C. curvus, Escherichia coll, Helicobacter pylori, Arcobacter cryaerophilus. Salmonella subsp. sala- 
mae, Salmonella subsp. diarizonae, Enterococcus fecalis, Enterococcus faecium, Bacteroides fragilis ou de cel- 
lules humaines. Bien entendu, toutes les souches de C. coliXesXees ont donne des resultats positifs, qu'il s'agisse 
de souches de collection ou d'isolats de malades. 

25 

En conclusion, I'ensemble de ces resultats demontre que, a I'aide de la technique PGR et des amorces decrites 
dans cette invention, il est possible de detecter specifiquement I'espece C. coli, ce qui laisse penser que des isolats 
de malades et des echantillons biologiques infectes par C. co// pourront etre identifies, rendant ainsi la methode utili- 
sable dans le domaine de la bacteriologie clinique, en medecine veterinaire et dans Industrie agro-alimentaire. 

30 



35 
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LISTE PE S SEQUENCES 

INFORMATIONS GENERALES 

(1) DEMANDEUR : Institut Pasteur 

(2) TITRE DE L ' INVENTION ; 

Sequences nuclSotldiques hybridant specifi- 
quement avec une sequence nucleique genomique 
de Campylobacter coll, applications dans le 
diagnostic d ' une infection a Campylobacter 
coll . 

(3) NOMBRE DE SEQUENCES : 3 

INFORMATIONS POUR SEQ. ID N"* 1 : 
CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
TYPE : Nucleotide 
LONGUEUR ; 604 paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : double 
CONFIGURATION : lineaire 
TYPE DE MOLECULE : ADN 
ORGANISME : Campylobacter coll 
NOM : CSl 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 
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1 r\ 

10 


Zu 




40 


50 


TTAAAAAGAC 


TTATTTCCAT 


ACTAAATCAA 


CCCAAATAAA 


AATAAAAAAT 


60 


70 


80 


y u 


100 
J. \j \j 


ATTATACTTA 


AATATCCATT 


TAAAGTAAAA 


AACGCTTTAT 


CAATGTGAGC 


110 


120 


1 JO 


± ft u 


150 


AAAATTTTTA 


TGTACAATTT 


TATGTTCAAA 


AGCCAAAATA 


ATACCGCTGA 


160 


170 


1 oO 


1 y U 


200 


TAATCATTCC 


AAATAATGCA 


ATATTTCCAA 


GCGCTACTCC 


CCAAACCTGC 


210 


220 


230 


/ 4 U 




CAAACAAAAA 


GTAGCCAAAA 


TAATACTGCT 


AATACATGGC 


AAAAGCCGAG 


260 


270 


2 80 


Z)7\J 


300 


ATAAATAAAG 


TCGCCTTAGA 


GCCAAATTTA 


GCAGGGATAG 


AATGAAGTCC 


310 


320 


330 




150 


TACTTTTTTA 


TCATACTCCA 


TATCTTGTAA 


AGAGTAAAGC 


AAATCAAATC 


360 


370 


O O 

380 


O Q A 


400 

t V/ V/ 


CAGCCGTCCA 


AAAAGTTACC 


CCTAAGCATA 


AAATCACACT 


ATAAATGTGA 


410 


420 


430 


yt /I n 


450 


ATTTCACCCA 


TGACTATCAC 


ACTGCCTGCA 


ATAGGTGCAA 


GTCCTAAACA 


460 


470 


480 


4y u 


500 


ATIATCCTAAA 


ACTAAATGCG 


CTAAACj AC i A 




A A(^C AG AATA 


510 


520 


530 


540 


550 


AATTGCCAAT 


ACAAAAAGCA 


CAGGAAAAGA 


AAGATAAAAA 


GCCAAAGTAT 


560 


570 


580 


590 


600 


TGATAAAATA 


AGAACACAAT 


ATAAAAATAA 


TCGCATTAGG 


ATAATAAAAT 



604 
CCAA 



I - INFORMATIONS POUR SEQ. ID N' 2 : 
CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
TYPE : Nucleotide 
LONGUEUR : 22 paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 
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TYPE DE MOLECULE : oligonucleotide de synthase 
ORGANISME : Campylobacter coll 
NOM : CSF 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE 
Amorce CSF : ^ ATA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^ 



IV - INFORMATIONS POUR SEQ. ID N° 3 : 
CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE : 
TYPE : Nucleotide 
LONGUEUR : 22 paires de bases 
NOMBRE DE BRINS : simple 
CONFIGURATION : lineaire 

TYPE DE MOLECULE : oligonucleotide de synthese 
ORGANISME : Campylobacter coll 
NOM : CSR 

DESCRIPTION DE LA SEQUENCE : 
^'CAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G^' 



Revendications 

1 . Sequence d'acide nucleique qui hybride specifiquement avec un acide nucleique genomique des souches appar- 

tenant a I'espece Campylobacter coH e\ qui n'hybride pas dans les conditions habituelles avec un acide nucleique 
de campylobacteries n'appartenant pas a cette espece, ni avec un acide nucleique genomique de bacteries pro- 
ches du genre Campylobacter, caracterisee en ce qu'elle possede la sequence nucleotidique SEQ ID N° 1, la 
sequence complementaire de celle-ci, ou une sequence qui en differe par nnutation, insertion, deletion ou substi- 
tution d'une ou plusieurs bases. 

2. Vecteur de clonage caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleotidique selon la revendication 1 . 

3. Plasmide depose a la Collection Nationalede Culture deMicroorganismes, le 14novennbre 1994, souslen° 1-1491 . 

4. Sonde nucleique specifique des acides nucleiques de Campylobacter coil, caracterisee en ce qu'elle comprend 
au moins 20 nucleotides consecutifs choisis parmi les sequences nucleotidiques selon la revendication 1 . 

5. Sonde nucleique selon la revendication 4, caracterisee en ce qu'elle est immobilisee sur un support et utilisee 
comme sonde de capture. 

6. Couples d'annorces oligonucleotidiques specifiques pour Tamplification d'une sequence nucleique de Campylo- 
bacter coil, caracterisee en ce qu'ils connprennent des paires d'oligonucleotides ayant de 18 a 30 nucleotides, de 
preference 18 a 22 nucleotides choisis parmi les sequences selon la revendication 1 . 

7. Couple d'amorces oligonucleotidiques specifiques pour I'amplification d'une sequence nucleique de Campylobac- 
ter coll selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est constitue par les paires oligonucleotidiques de 
sequences : 
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^ ATA TTT CCA AGC GCT ACT CCC C^' 
^ CAG GCA GTG TGA TAG TCA TGG G^' 



. Fragment d'acide nucleique obtenu en amplifiant un acide nucleique de C. colipar une technique d'amplification 
genique, notamment par la technique PGR, au moyen d'un couple d'annorces oligonucleotidiques selon la reven- 
dication 6 ou 7. 



. Methode de detection de la presence de Campylobacter coli dans un echantillon biologique, caracterisee par les 
etapes suivantes : 

a) mise en contact de rechantlllon biologique avec un couple d'annorces selon la revendication 6 ou 7, I'acide 

nucleique de Campylobacter coli conXenu dans rechantillon biologique ayant, le cas echeant, ete rendu prea- 
lablement accessible a une hybridation, et dans des conditions permettant une hybridation des annorces a 
I'acide nucleique appartenant a Campylobacter coll ; 

b) annplification de Tacide nucleique appartenant a Campylobacter coli ; 

c) mise en evidence de Tamplification de fragments d'acide nucleique de Campylobacter coli corresQon6an\ 
au fragment encadre par les amorces ; 

d) verification eventuelle de la sequence du fragment amplifie, par exemple par hybridation de sonde speci- 
fique, par sequengage ou par analyse de site de restriction. 

0. Kit de detection de la presence de Campylobacter coli dans un echantillon biologique, caracterise en ce qu'il 
comprend les elements suivants : 

un couple d'amorces selon la revendication 6 ou 7 ; 

les reactifs necessaires pour effectuer une amplification d'un acide nucleique de Campylobacter coli ; 
eventuellement un composant permettant de verifier la sequence du fragment amplifie, plus particulierement 
une sonde nucleique selon la revendication 4 ou 5. 
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